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Die 

) Protease zur Aktivierung des Gerinnungsfaktors VII 
) Es wird eins Protease zur Aktivierung des Blutgerin- 
nungsfaktor VII beschrieben, die 
a) durch Anwesenheit von Aprotinin gehemmt wird, 
b| durch Calcium-ionen und/oder Heparin oder heparin- 
verwandte Substanzen in ihrer Aktivitat gesteigert wird 
und 

c) in der SDS-PAGE bei BnschlieBender FSrbung im nicht- 
reduzierten Zustand eins ader mehrere Banden im Mole- 
kulargewichtsbereich von 50-75 kDa und im reduzieten 
Zustand eine Bando bei 40-55 kDa und eine oder mehrere 
Banden Im Molekulargewichtsbereich von 10-35 kDa auf- 
welst 

Es wird auch das Proenzym dleser Protease charakterr- 
siert. 

AuBerdemwird einVerfahrenzurGewinnung dleser Pro- 
tease und Ihre Verwendung in der Blutungsprophylaxe 
oder Blutungsstillung beschrieben. Es warden welterhm 
ein stabilisiertes Faktor V- und eln stabilisiertes Faktor 
Vlll-PrSparat boschrieban, die von den durch protaolytl- 
schen Abbau entetehanden, tnaktlven Faktor Vlll-Frag- 
menten durch die Inhibition der den Blutgerfnnungsfaktor 
VII aktivierenden Protease frei sind. Dariiber hinaus wird 
eln Testsystem zum qualitatlven und quantitativen Nach- 
wels einar Protease, die den Blutgerlnnungsfaktor VII ak- 
tivlert, beschrieben, bei dem die Protease bestimmt wird 
durch ihre 

a) die Blutgerlnnungsfaktoren Vlll/VMa oder V/Va Inaktl- 
vlerende Wlrkung oder 

b) die Blutgerlnnungszelten verkOrzende Wlrkung In glo- 
balen Gerinnungstests oder 

c) Plasminogen-Aktivatoren aktiviarende Wlrkung. 



n pharmazeutische Zubereitungen be- 



BUNDESDRUCKEREI 0959 902 043/555/1 



DE 199 03 693 A 1 

Beschreibung 

m^SSZS^S^,^ ^ *" eX ° geDen G«nnung»weg» das Thromboplastin (Tissue Factor TF 

(FXa) (Iberfflhrt wird FXa wi Bt Wi fahn STaE?- ' dc L°^ h hmtlerte Protcolyse in sane aktiviertc Form 
damii hrtdurchAktv^rung von Prothrombin zuTTnrombmzurBiMung von Hbrinund 

a) durch die Anwescnheit von Aprotinin gchemmt wild 

bMurch Calcium-ionen und/oder Heparin oder Heparin-verwandte Substanzen in ihrer Aktivitat gesteigert wird 
menrere Banden un Molekukrgewichtsbereich von 10 bis 35 kDa aufweist. 

10-60 Gew.-% angewcndet werden. Der pH-Wert der stabiUsicrten L&ung soli dann zwischen IpSSSESS 
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Lysin-Matrix als besonders gceigncSgt ^wumung der erfindungsgemafien Protease hat sich eine Heparin- S 

Quick od„ PIKd-^to, M'SnfeS^'lCSr ^""re*"""* <*« Prottombin*,, 



Molekulargewichts- 
bereich der Bande 


Aminosauresequenz 


Autor 


10-35kDa 


IYGGFKSTAGK 


Romisch et al. 


30 kDa 


IYGGFKSTAG 


Hunfeld et al. 


17 kDa 


IYGGFKSTAGKH 


Choi-Miura et al. 


40 - 55 kDa 


LLESLDP 


Romisch et al. 


50 kDa 


SLDP 


Hunfeld et al. 


50 kDa 


SLLESLDPWTPD 


Choi-Miura et al. 



Je- 



Aufgrund der bcschriebenen Eigenschaftcn kann 
weodetwerden. 



die erfindungsgemaBe Protease diagnostisch und therapeutisch ange- 
1. Testsysteme tnit der erfindungsgemaBen Protease 

<J£££ d ™S£l^Z^Z-^ mZ ™ a**™*** 1 * Verwendung finden. So iSBt sich das Xbrliegen «, 
Um^hrtT^ 
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^S'^n 13 ^'* WUld u T bd WCitercn Charakterinoung der Protease eine Eigenschaft gefunden die eine 
zusat^cheBesbmrnungstnethodeermaglicht. Bei derlnkubation der Blutgerinnungsfaktoren v3Kffl^ndV/£3 

pin wS, ^f^ekonzenfrat^und Inkubationsdauer abhBngigen Weise inaktiviert werien. g 
dJ P^lt " E"? ' ^ 1St dcshalb cin neucs T**Wn zum qualitativen und quantitariven Nachweis 

2SS5t ™,h &tan dardk^ *e Proteasemenge quantitativ bestimmt wird. Dabei wild die Inkubation der Prote£ 

S^ e m^ 

sc^it BesdmmUDg derFVm-Restaktivitat kann dann auf die vmtad™ Ptateuekonantnta, zuruckgeschios- 
d^Ti^E!!? n° " S F ^f Vlna ° der ^ durch 1516 P^l^che Einwiricung ist mittels der SDS-PAGB 

«;I~." y S.l. Bmdep, wBhrend andere neu auftauchen Oder schwach vorhandene zunebmen. Dements orechend laBt 
und tl^ 0teBS ?^ yit \ aUCh f ^ ^ Q^-tiflziMung der abnehmenden oder 

6DS-PAOE Elektropherogramm oder nach anderen elektrophoretischen Verfahrcn laflt sich beisoielsweise mil ri™ 
dernF^hrnar^ ver^auten "Scanner" samt ^ 

Z w!^ Be3 «^« e gnen sich Anbkorper, die sperifisch die abnehmenden oder vor aliem die entstehenden 
dmg tode? 1 4686 ^ Etablierun 8 v °" ^deren immunchemischen Tests, wie ELBA, Ver^S- 

defflP^n^/^r^ 1 ! b « schriB ^ne proteolytische Inaktivierung wird ebenfalls bei Inkubation der Protease mit 

^3eT™t k Sr n ^ H ^ Substailz in Biner geschWn werden - WSS£KS££ 

f wLiT? T 5°? von au "8ewahlte D Gerinnungs-Globaltests besuWn. 

kin^TTS T , enfaUS d u erBefilnd ' ^ to "FVn-Aktivator" auch eine effektive Aktivierung derEinketten-Uro- 
bnase (scuPA, single chain urokinase plasminogen activator) und des Einketten-tPA (sctPA sinele chain ^7^™^ 

o^tnSe^f f, ' ^ , ?^ ttelS ^ om ° 8en ^ Substrate gcmessen werfen - ™™ Eigenschaft kann daher denTem- 
xSE Pi" "IS 6 » "l. aUCh A ZUf Qua f tifizierUn8 ^ "FVU-Aktivators" velwendet werden. Die SmI 

sie*™^^ 

I iJ^AM^aL . V? a " hal " 8e ? Mbibiert und danach die restliche FVEQ/Vma-Menge mittels eines ge- 
Em M^nti^ 10 1 1 "' ^ t ? k ^ PV oder FVa mit der Protease inkubiert und danach dtrat 
raS2i: p q ^ fl Z C 016 UDbekannte P^teasekonzentration kann durch \fergleich mil einer mitge- 
^nT^henfMi^r? steigenderProteasemengen quantitaUv bestimmt werden. Verschiedene globale Gerinnum>stests 
Pnlte^r^ ^^ rUng ee •^ 8n ! t • ^ ffilfe V «^nS ^ Gerinnungszeif an einShkuSe 

Proteasenkonzen^on abgelesen vnrd. Auch die PAA-Aktivitat der Protease kann zu Bestimmungszwecken genutet 
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Mtoltfr vermittelten Kronen Wn sich dun:h Intubation der Protease mil Inhibitor™, besonders 
^Uthrombinin in Gegenwart von Heparin oder heparin-ahrdicfaen Substanzen (bevorzugt in Geeenwart ra h™H^ 

2. Stabilisierte Faktor-V- und Faktor Vm-PraparaiB 
^rrf^R JnWn^ . Vm-Prdparat auf weniger als 1,0 raM, vorzugsweise auf weniger als 0,5 mM eineestellt 

3. Die erfindungsgemSBe Protease enthaltcnde Arzneimittel 

Sakfinn ^TST ^ ^ k0nnen aber au <* therapeutist angewendet werden. * 
wiSotSZ^ H DtW fl r aU6in ^ ZUSammE " *° P-tea.eaktivitat erhohenden Substanzen 

LfFW^L H^ eg f D ^ VOn Anbk0r P ern ' bcStchen ^randersartigenMangelsituationen vorliegen SSaw32S 
SSSwn 1th ? a " 3 VltTO " ^ Pl3Sma ' ^ " n « e « ich «en Fraktionen oder durch EbwKg auf^iS 

na^SJ^ p f ^ n teUtfi . Inhib ! erun gd« erfindungsgemafien Protease durch Aprotinin oder die obenge- " 
cte?"»g»m Sub.™ di«» 0 , wb die d» S 2288 <im ntd, siebe ijSnS* 

oaer aes sctm (single chain tissue plasminogen activator) bewirlrt Hem- Tfelrw vn iu„ . - ■ » , .7. at " u ;? ujr .> 
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5 .e^'A^ 13 - 6 "' 1 ^ jet^aufgefundatjen Eigenschaft des "Faktor VH-Aktivators" kann dieser zur endogenen oder exo- 
£ T HaS f IUn0 g enaktivatoren Wie derProurokinase oder des S ctPA s verwendet werS^Tes^ktiX 

? nakbvato f nur N i° ogramm-Mengen in einem mlBlutplasma. Erst bei Fibrinabkgerm^^mben 
, S "SLJ "°T? n !" Mnogenaktivatoran durch Sekretion oder Synthese. die SffiS^kSbJ 
voSkSrPA S h UDd ^' ^ ^ ombol y ti8che Aktivitet dutch Pksminogen'aktivie^ng entfalten. H?w£«*£ 
von Emkctten-PAs, besonders lokal begrenzt, konntederen Aktivierung die FYH-Aktivierung Dberwiegen woEeine 

zSd^c^lgTS ^ ProteaSB *" Pta »^« bei » und erworbenen ItaJJ. 

M l,riS , B l« d,Cr ?i, Ge8 S nStaDd d ^ Erfi J ndun « ist dcshalb «ne pharmazeutische Zubereitung, die eine zur Aufttsung von fi- 
bnnhalngen Thrombin ausnachende Menge der den Blutgeru^ungsfaktar VH aktiviefenden Protege u„2 Xen 

„ P a «ch gezeigt hat, dass die Hasminogenaktivatoren verstarkende WLrkune des "FVTT-AUtiv,,™" ^._u 
" XrATfl^ v eP ^ ^ff nB t" S " bsten2en wieDext^osuIfatgefordert wirdTkfinn'en ^"„du™ 
den XtSEn h r?-?""^^ Th™»Ben besonders vorteilhaft phannazeutische Zuberekungen eingesetz" T 
X£ M Kalziumsalze und/oder Heparin oder heparinfihnuche Substanzen enthalfen Dabd kann dTe 

Pmtea S e/das Proenzym allem cder in Xombination mit Einketten- oder Zweiketten-PlasnunogenaS^ 
30 TO^ ^T" WBlden ,' ^ beSOnderc AfHni ^ der Protease aufweisen und danTd^ Aktf^at all 

30 Tragersubstanz zur Verlangerung der Plasmahalbwertszeit oder als Vermittler zu Oberflacheo erhohen 

nunggfaktor VII aktmerende Protease enthalten, zur Behandlung von Erkrankungen tingesetl werden die i^h S 
halbge-mromben verursacht warden. Auch bei Wundheilungsprozessen spielen I brinolLche P^LSe ^TouTST 

„ Verletzungen und Wunden auch topisch oder gebunden an eine geeignete TrSgermatrix erfolfien Dabei kanrTrucht 

fcansgen hergestellte Protease/Proenzym eingesetzt werden. Auch als Bestandteil eines soe Fibrinklebers knmlT 

w S0Utc - Dabel konnen d 3 * 5 gennnungsverkurzenden Eigenschaftcn der Protease genufzt weiden. 

4. Verfahren zur Pasteurisierung der FVE aktivierenden Protease ' 

Ei^E^ 

:S: n fteOPtiD,alCn a*W-l«, mussen ntrjede^ Protein gesondert «taSSSS Ko^^cS"- 

50 das F Sn^ n T d Zf Sge f^r ? rotEase ™ d { 0 d e rihr Proenzym sind bereits vorsteheod Bedingungen genannt worden die 
50 das Protein in Losung stabJisieren, ohne dass eine Pasteurisierung vorgenommen wird. Besonders ein leicht *™Z dH 

Bcreich hat stch diesbezUguch als vorteilhaft herausgesteUt. Bei einer Pasteurisierung unSe^BcSur^^lS 
iJtSyX?! 0 ^ URd/ °t r to?™^ j^doch in derRegel mehr als U ZSjEgEESES 

haSnZ h S ^° u ' ^l eln - P 8 ^^™* eber die erflndungsgemafie Protease und/oder ihV Proenzym ent 
^ haltenden phannazeuhschen Zubereitung optbnale Stabilisierungserfoige lewahrleistet, wenn die Zu WtaJ^ 

a) in einem pH-Bereich von 3,5 bis 8,0, vorzugsweise in einem pH-Bereich von 4,0 bis 6,8: 
WS^unSo'deT mehrerEr AminOSWQ fa einer Men « e von ^ 0,01 molA, vorzugsweise mehr als 
,0 SeSJS^o^ 

- :=klk~ 
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Beispiel 1 

kombinanten) laslichen Tissue Facton ^fZ L SSSSr y ^ ^ ^ besondere ° Eigenschaft des (re- 
dcs exogenen Gerinnungsweges veJenden Lann U2f 2S ,^ akbvierten FVH (FVIIa) zur Initiation 
Bestinunung des aktuellen FVHa SSS nTo£? ^ ^ ^ beun TO *«ndig« Tissue Factor, einc genaue 

FVH eingestellt FVH wurdenri t de JSStoS £ TSS iT^ ^ ^ lttnn ««8 0,05 luLl 

aktuellen FVHa-Gehalt getestet Die SSSSSSSK ^^nJf^^^^^^^^^^aufden 
In Vorversuchen, die L nicht Si JStlfdff .Rrferenzkurvc quantifiziert. 
trationdie Aktivitatderprapaxieiten Protease voSffiJE^T ? 1 f ^ hnm in ^ verwendeten Konzen- 
system signifikant beeinfluL. voUstandigjnhibieite, jedoch wederFVHa direkt noch das FVHa-rTF Tbst- 

SLd^S^",^^ 58 , 6 bezichen sich jeweils auf Dreifachbestimraungen 
Entspiechend wurden folgendc cxperimenteUc AnsStze durchgefuhrt: n8Cn ' 

l.FVH 

Resultat: lOmlU/mlFVHa 

2. FVH + Aprotinin 

statigt (im Vergleich zu Ansatz 1). venvendete Aprounin beeinflufit wurde. Dies wurde be- 

3. Protease + FVH (Inkubation), danach Zugabc von Aprotinin * 
Resultat: 18 miU/ml FVHa 

4. Protease + Aprotinin, danach Zugabe von FVH ^ 
Resultat: 11 mlU/ml FVHa 

5. Protease 
Resultat: 0 mlU/tnl FVHa 

^^ n ^Xl^ m0nStXieiU *" ^ PTOtCaSe " dCr « eWfiUten Konzentration selbst keinen EinnuB auf " 
Zusammenfassend ergibt sich hieraus, daB 

- die beschriebene Protease FVn aktivierf 55 

: SaSc^Z^ 

zentration nicht sfgnifikJt^Sua PI ° bnm ^ - der gewahlten &o- 



ste^VeTJc^^ 
™-™b^ 
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im FVHa-rTF Assay suf den Gehalt an FVIIa gepriift. 

Als Kontrollansatze dienten wiederum die Parallelansatze, bei denen die Protease vor Kontakt mit FVH durch Apro- 
tinin inhibiert worden war. 

Die Ergebnisse sind als Aktivierungsfaktor angegeben, d. h. entsprechen dem x-fachen dessen, was in dem o.g. Kon- 
tiollansatz selbst gemessen wurde: 



Ansatz 



Kontrolle 



Protease+FVII 
Inkubation 
+ Aprotinin 



Protease+Aprotlnin 

Inkubation 

+ FVII 



Aktivierungsfaktor 



VerdUnnung der 
Proteaselosung 
1 :5 
1 : 10 
1 :20 



2,6 
2,0 
1,6 



1.0 
1,0 
1,0 



Der Aktivierungsfaktor 1,0 der Kontrollansatze entsprichtderzusatzlicheingeschlossenen Kontrolle, bei der lediglich 
der Testpuffer mit dem verwendeten FVTI unter identischen Inkubationsbedingungen behandelt und getestet wurde. Das 
heiBt, es fand kcine signifikante Aktivierung in den Kontrollansatzen statt. 

Hieraus ergibt sich, daB die Aktivierung von FVH durch die Protease in einer von der Konzentration der Protease ab- 
hangigen Weise erfolgt. 

In ahnlicher Weise wurde gezeigt, daB sich die Aktivierung von FVII durch die Protease bei konstant gehaltenen Kon- 
zentrationen der Reaktionspartner in einer von der Inkubationsdauer abhangigen Weise vollzieht. 

Bei Inkubation gleicher Volumina einer 0,2 lU/inl FVH enthaltenden Lfisung mit einer 1:10 verdtinnten Proteaselo- 
sung ergaben sich nach entsprechenden Inkubationszeiten und anschlieflender Zugabe von Aprotinin (urn die Aktivie- 
rung zu stoppen) folgende FVIIa-Oehalte: 

Aktivietungsfaktot 



Omin 
2,5 min 
5,0 min 
10,0 min 
so 40,0 min 



2,0 
2,8 
» 3,8 



Hieraus ergibt sicb, daB sich die Aktivierung von FVH durch die Protease in einer von der Zeit abhangigen Weise voll- 
zieht. 

55 

Beispiel3 

Anband dieses Beispiels soil demonstriert werden, daB die Aktivierung von FVH durch die Protease in Anwesenheit 
von Calcium-ionen und Heparin erhoht wild. 
60 25 ul der Protease enthaltenden Losung wurde rait 50 ul 

- Puffer (Kontrolle) 

- 15mMCaCfe 

- 50USP-EHeparin/ml 

63 - Pathromtin (Ltpidgemisch, Abfullung nach Angaben des Herstellers gelost) 



gemischt, fur 5 min bei Raumtemperatur inkubiert, mit 150 ul einer Tris/Naa-Pufferlttsung (pH 8,2) und 25 ul des chro- 
mogenen Substrates S2288 (3 mM) versetzt und die zeitabhfingige Anderung der Extinktion bei 405 nm (bei 37°C) ge- 
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l, Angegeben sind Aktivierungsfaktoren bezogen auf die Puffbr-KontrollB (x-fach), 



Ansfitze 


Aitivieran gsf akloi 






(x-fach Puffer-Kontrolle) 




Puffer-Kontrolle 


1,0 


5 


+ CaCl 2 


3,6 




+ Heparin 


2,6 




+ Lipid 


0,9 




+ CaQj + Heparin 


4,3 




+ CaCl 2 + Lipid 


3,3 


10 


+ Heparin + Lipid 


2,7 




+ CaCl 2 + Heparin + Lipid 


3,7 





Unter den Bedingungen dieses Beispiels sind deutliche Aktivitatssteigerungen der Piotease in Anwesenheit von Cat- 15 
ciura-ionen und/oder Heparin zu vermerken. 

Beispiel 4 

Jeweils 25 pi einer Losung, die 10, 1 oder 0,1 ug/ml der Protease enthielt, wurden mit 25 pi FVIII (2 lU/ml) gemischt 20 
und anschlieBend mit 25 /j1 CaCL. (25 mM) und 25 pi Pathromtin® (Dade Behring GmbH) versetzt. Nach einer Inkuba- 
tion bei 37°C fiir 0, 3, 10 und 20 min wurde die Reaktion duich Zugabe von 400 pi Aprotinin (500 KIE/n-d) gestoppt Als 
eine Kontrolle diente ein Ansatz, bei dem Aprotinin vorgelegt wvirde. 

Jede Probe wurde in Tris-Puffer/BS A ve-rdQnnt Je 50 p! dieser L5simg wurdcrj mit 50 fil des Fuklorenreagenzes (im 
Wesentlichen bestehend aus FTXa, FX und einem ThxornbinLnhibitor, entsprechend modifiziert nach dem Coamatic® 25 
FVm Test, Chromogenix AB) gemischt und fur 10 min bei 37°C inkubiert. Nach Zugabe von 50 ul Substrat (z. B. S 
2765, N-a-Cbo-D-Arg-Oly-Arg-pNA) wurde die Reaktion nach einer bestimmten Inkubationsdauer durch Zugabe von 
50 ul Essigsaure (50%) gestoppt und die OD405mm gemessen. Eine FVTO-Standardkurve diente der Ermirdung der Pro- 
benkonzentrarion. 

30 

Ergebnis 

In einem ersten Ansatz wurde die Inkubationszeit von Protease mit FVEt (2 lU/ml) konstant gehalten (10 min), jedoch 
die Proteasekonzentration variiert (0,1,1 und 10 ug/ml). Die Reaktion wurde gestoppt und die restliche Konzentration an 
aktivem FVBI bestimmt. Mit steigender Proteasekonzentration wurde entsprechend mehr FVTJI inaktiviert (Abb. 1). 35 

Mit Hilfe einer entsprechenden Standardkurve laBt sich der Proteasegehalt einer Probe quantifizieren. 

In einem zweiten Ansatz wurde die Proteasekonzentration konstant gehalten (10 pg/ml), jedoch die Inkubationszeit 
mit FVIII (2 lU/ml) variiert. Mit zunehmender Inkubationsdauer zeigte sich eine deutliche Reduktion der Yerbleibenden 
Konzentration an aktivem FVIII (Abb. 2). 

40 

Beispiel 5 

Der EinfluB des "FVH-Aktivators" auf die Faktor V Aktivitat wurde untersucht: 
25 pi protease-haltige LQsung (0-1 00 ug/ml) wurde mit 50 ul FV (5 IU/ml) und 25 ul 25 mM CaCfe inkubiert (0-20 min) 
und danach mit 400 ul Puffer enthaltend 100 KIE/ml Aprotinin versetzt. 45 

Je 100 pi eines jeden Inkubationsansatzes wurden dann mit 100 ?1 FV-Mangelplasma flir 1 min bei 37 °C inkubiert, mit 
200 pi Tbromborel S® gemischt und die Gerinnungszeiten im Koagulometer nach Schnitger und Gross bestimmt. Die 
Restaktivitaten des FV wurden ermittelt. 

Ergebnis 50 

Protease Konzentration Reataktivitat FV 

(tig/ml) Inkubationszeit von Protease mft 

FV(min) 55 

0 10 20 



10 93 91 100 

30 100 93 28 

100 100 29 13 

Dieses BeiBpiel zeigt, daB der FV durch die Protease mit der Zeit inaktiviert wurde. 



9 



DE 199 03 693 A 1 



Der EinfluB des "FVTI-Aktivators" auf die Gerinnungszeiten in sog. Globaltests wuide mit Hilfe von Koagulometem 
nach Schnitger und Gross untersucht. Alle aufgefuhrten Differenzwerte entsprechen den urn diesen Betrag verkurzten 
3 Gerinnungszeiten. 

NAPTT (Nicht-aktivierte partiellc Tbromboplastinzeit) 

Die protease-haltige Lflsung wurde mit Puffer auf 100 ug/ml, 30, 10 und 3 ug/ml veidunnt Jeweils 100 |Jl dieser Lo- 
io sung wuiden mit 100 ul Citrat-Plasma (Standard Human Plasmapool oder Einzelspender) und 100 ul Pathromtin® fur 
2 min bei 37°C inkubiert und anschlieBend mit 100 ul 25 mM CaCl 2 versetzt unddanach die Gerinnungszeiten ermittelt. 
Die Differenzen zwischen diesen MeBwerten und dBn entsprechenden Gerinnungszeiten, die mit Puffeilosung ansteUe 
der Protease ermittelt wuiden, wurden bestimmt 

is Probe Nr. Different Gerinnungszeiten (Puffer-Probe} (sec) 

Protease Konzentration (jig/ml) 

0 3 10 30 100 



Standard Human 
Plasma (213 
sec) 



43 



20 
27 
13 
18 
25 



33 
31 
14 
37 
49 



42 
45 
23 
51 
54 



41 
47 
29 
50 
46 



Die protease-haltige L&sung wurde mit Puffer auf 100 ug/ml, 30, 10 und 3 ug/ml veidunnt. Jeweils 100 ul dieser L6- 
sung wuiden mit 100 ul Citrat-Plasma (Standard Human Plasmapool oder Einzelspender) fur 1 min bei 37°C inkubiert 
45 und anschlieBend mit 100 pi 25 mM Ca02 versetzt und danach die Gerinnungszeiten ermittelt. Die Differenzen zwi- 
schen diesen MeBwerten und den entsprechenden Gerinnungszeiten, die mit Pufferlosung anstelle der Protease ermittelt 
wurden, wurden bestimmt. 



55 



65 
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Probe Nr. 



Differenz Gerinnungszelten (Puffer-Probe) (sec) 
Protease Konzentration (ixg/m!) 



Standard Human 0 
Plasma {283 
sec) 



17,2 



50,4 



29,8 
25,2 
28,0 
27,3 
44,3 



51,7 
51,7 



42,7 
69,1 



80,3 
69,5 
39,0 
55,6 
101,2 



90.1 
•101,3 
74,6 
91,8 
134,2 



FT (Prothrombinzeit) 

Die protease-baltige Lttsung wurde tnit Puffer auf 100 jig/ml. 30, 10 und 3 ug/ml verdiinnt Jeweils 100 pi dieser L6- 
sung wurden mit 100 pi Cttrat-PLasma (Standard Human Plasmapool oder Einzelspender) fur 1 min bci 37°C inkubiert 
und anschlieBend mit 200 pi Thromboret S* (Dade Bchring GmbH) vcrsctzt und danach die Gcrinnungszeitcn ermittelt. 

DieDifferenzen zwischen diesen MeBwerten und den entsprechenden Gerinnungszeiten, die mit Pufferlosung ansteUe 
der Protease ermittelt wurden, wurden bestimmt. 



Probe Nr. 



Differenz Gerinnungszeiten (Puffer-Probe) (sec) 
Protease Konzentration (jxg/ml) 



10 



30 



Standard Human 
Plasma (13,6 
sec) 



1,0 



0,7 
0,3 
0,4 
0,1 
0,3 



1,3 
0,4 
0,7 
0,7 
0,5 



2,4 
1.7 
1,5 
1,8, 
1,2 



2,7 
3,1 
1,8 
3,1 
2,8 



Die Gerinnungszeiten der genannten Globaltests wurden in einer von der Konzentration der Protease abhangigen 
Weise verkiirzt. Entsprechend liess sicb nach "Eichung" eines verwendeten Plasmas mit einer bekannten Menge des 
"FVH-Aktivators" untcr Ablesung von einer Standardkurve die Proteasekonzentration einer Probe ermitteln. 



Die Plaaminogenaktivatoren aktivierenden Eigenscbaften des "FVH-Aktivators" wurden an der Einketten-Urokinase 
(scuPA) und desEinketten-tPA (sctPA) untersucht. 
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Ansatz: 

0, 1 ml PAA-Losung (20 ug/ml bcuPA odcr 100 ug/ml sclPA) 
+0,1 mi Test-Puffer Oder 
1 00 U Heparin/ml in Test-PuEfer oder 
5 20 mM CaCl 2 im Tbst-Puffer 
+ 0,5 ml Test-Puffer 

+ 0,1 ml Protease/Probe (steigende Konzentrationen: 

2-10 pg/ml scuPA oder 
50-200 ug/ml sctPA) 
10 Inkubation bei 37°C 

+ 0,1 ml 100 KIE Aprotinin/ml in Test-Puffer 
Inkubation Rlr 2 min bei 37°C 
il 0,1 ml Substrat S-2444 (3 mM). 

Als Kontrollo wurdo anstelle des Plasminogenaktivators (PA) vor der ersten Inkubation Aprotinin vorgelegt und je- 
15 weils mitgefUhrt. DafUr wurde anstelle des Aprotinin erst spater PA zugegeben. 

Die AOD4osmm wurde photometrisch bestimmt. Die erraittelten Kontroll-Werte wurden von den Proben/Proteasewer- 
ten abgezogen und sb die durch die PAA Aktivitat verursachte PA-Aktivit&t) in mlU/min) bestimmt. 

Ergebnis 

20 

scuPA-Aktivierung (20 ug/ml scuPA 2-10 ug/ml "FVH-Aktivator") 
A. Stimuknz: ohne 

resultierende PA-Aktivitat (A mlU/min) 
"FVH-Aktivator" (ug/ml) 

2 5 10 



25 60 .117 

79 179 165 

186 449 517 



B. Stimulant: Heparin 

resultierende PA-Aktivitat (n mlU/min) 
"FVH-Aktivator" (fig/ml) 

2 5 10 



190 332 425 

330 455 458 

417 462 460 



25 Inkubatlonszeit 
(min) 

30 

2 

35 5 

10 

40 

Inkubationszeit 
(min) 

45 



60 



65 
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B. Stimulant CaQ 2 

Inkubationszeit resulti rende PA-Aktlvit5t (A mlU/mfn) 

(min) "FVIUAktivator" fag/ml) 



2 255 370 401 

5 338 424 438 

10 416 445 448 

Die Tabellen veranschaulichen, daB scuPA in einer von der Konzentration des "PVH-Aktivators" und der Inkubations- 
dauer abhangigen "Weise aktiviert wuxde. Dabei wirkten sowohl Heparin als auch Kalzium stimulierend auf die dutch die 
Protease verursachte Aktivierung des PA. 

sctPA-AktivLerung (100 fig/ml sclPA, 50-200 pg/ml "FVTI-Aktivator") 

Da die Umsatzrate des aktivierten tPA gegenllber dem tPA-Proenzym lediglkh um den Faktor 3-4 zunimmt. (die der 
uPA jedoch um Ha? 1 ,000-1 .500-fschs), rr.ussten hSh«e Konzentraiionen beider Reaktionspartner (siehc oben) gewahlt 
werdcn, um cin auswertbares Messignal zu erhalten. 

Inkubationszeit resultlerende PA-Aktivitat (A mlU/min) 
{min) "FVII-Aktlvator" (200 ng/ml) 



1 10,2 

2 16,8 
5 38,8 
10 60,2 
20 73,3 

B. Abhangigkeit von der Konzentration des "FVH-Aktivators" Otakubationszeit: 20 min 37°C), Stimulanz: Heparin (100 
lU/ml) 



"FVJ l-Aktivator" PA-Aktivitat (A mlU/min) 

(jig/ml) 



50 33,6 
100 51,0 
200 71,9 
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C Stimulanzien (Inkubationsdauer: 20 rain bei 37°C) 



Stimulanz PA-Aktlvltat (A mlU/mln) 

ohne 5,9 
CaCl a 25,3 
Heparin 63,8 



Die T&betien demonstrieren, dafl auch sctPA in einer von der Xonzentrarion der Protease und der Inkubalionszeit ab- 
15 hBngigen Weise aktiviert wurde. Sowohl Heparin als auch Kalziumionen batten eine stimulierende Wirkung auf den 
"FVH-Aklivator" hinsichtlich seiner PA-Aktivierung. 

Beispiel 8 

20 Zwei FVE enthaltende LBsungen, die eine im wesentlichen frei von von Willebrand Faktor und die andere vWF-hal- 
tig, wuiden mit dei obengenannten Protease in Gegenwart von Kalzium inkubiert. Nach bestimmten Zeiten wurden die 
restlichen FVHI-Aktivitaten mittels eines chromogenen Testes bestimmt und in Relation zu den Xontrollansatzen ohne 
Protease gesetzt. 

Dazu wuiden 25 ul einer 0.1 11 I/ml FVTTT enthaltenden LSsung mit uciu gieichen vbiumen der Proteasel6sung 
zS (10 ug/ml) versetzt und mit 25 ul CaCl 2 (25 mM) gemischt. Nach Inkubauonsdauem von 0, 5, 10 und 20 min bei 37°C 
wurden die Ansatze mit je 400 ul einer 200 KIE/ml Aprotinin enthaltenden LBsung versetzt, um die proteolytische Ak- 
tivitat der Protease zu stoppen. Vorversuche hatten gezeigt, daB diese Aprotininkonzentration keinen wesentlichen stfi- 
renden EinfluB auf den nachfolgend beschriebenen FVDI-Aktivitatstest hatte (AnsBtze 1+3). In Ansatz 2 wurde die Pro- 
tease vor Kontakt rait FVUI mit Aprotinin inkubiert und danach verfahren wie oben beschrieben. 
30 Je 50 ul der gestoppten Probe (bzw. nach weiterer Verdtinnung) wurden danach rait dem sog. Faktorenreagenz, im we- 
sentlichen bestehend aus FDCa, FX und einem Thrombininhibitor versetzt und fur 10 min bei 37°C inkubiert. Nach Zug- 
abe von 50 ul eines chromogenen Substrates, das durch aktivierten FX gespalten wird, wurde die Reaktion nach 5 oiintt- 
tiger Inkubation durch Zugabe von 50 ul Essigsaure (50%) gestoppt und die delta OD,»05mn quantifiziert. Die FVTH Ak- 
ttvitSt (mlU) wurde anhand einer Standardkurve, die mit Hilfe einer roitgefiihiten \ferdiinnungsreihe des FVDI-Konzen- 
35 trates erstellt wurde, ermittelt. 

Die FVUI- Aktivitaten sind in Prozent der nicht mit Protease versetzten Kontrollen dargestcllt. 

Ergebnis 

40 FVm-Aktivitat (%) 

Ansatz Inkubationsdauer (min) 







0 


5 


10 


20 


1. 


FVM 


97 


27 


11 


<1 


2. 


FVIll/Aprotinin 


98 




97 


96 


3. 


FVlll/vWF 


98 


16 


14 


1 



In Gegenwart von CaC^ (hier 6,25 mM) wurde FVm durch die Protease in einer von der Inkubationsdauer abhangi- 
gen Weise inaktiviert. Der vWF schiitzte den FVIH nicbt vor Inaktivierung durch die Protease. Die Inhibition der Pro- 
tease mit Aprotinin vor Xontakt mit FVUI verhinderte dessen Inaktivierung. 

55 

Beispiel 9 

Diese Versuchsreihe wurde durchgefuhrt wie in Beispiel 1/Ansatz 1 beschrieben, jedoch wurden hier die Kalziumkoo- 
zentrationen in den Mischungen aus Protease und FVIH variiert. Dazu wurde aus der Xalzium-i>tamml6sung CaCfc zu- 
60 gegeben bis zu den in der Abb. 3 dargestellten Endkonzentrationen. 

Ergebnis 

Wird die Xalziumkonzentration im Ansatz unter 1 mM gesenkt, werden unter diesen Bedingungen ca. 50% des FVDI 
65 verschont. Unter 0,5 mMKalzium sind es bereits mehr als 60% (Abb. 1). 
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Beispiel 10 

Dcr Einfluss des "FVII-Aktivators" auf die Gerinnungszeiten in sog. Globaltests wurde mit Hilfe derThrombelasto- 
graphie untersucht. 

Mit eineni TBG-Meter (Fa. Hellige) nach Hilgard wurde die Anderung der Scherelastizitat bzw. die Festigkeit des ent- 5 
sprechenden Blutgerinnsels fortlaufend registricrt. Bei den sog. r-, bzw. k-Werten handelt es sich urn die Zeiten vom Be- 
ginn der Blutabnahme bzw. dem Start der Gerinnungsreaktion, bei Citrat-Blutplasma urn den Zeitpunkt der Rekalzifizie- 
rung bis zur Verbreiterung der TEG-Kurve um 1 nutn bzw,, die Zeit vom Endpunkt des r-Wertes bis zur Verbreiterung der 
Kurve auf 20 mm (Garinnselbildungszeit). 

Dazu wurden 150 ul Blut oder Plasma vom 5 Spendem jeweils in den Messkuvetten bei 37°C fur 2 min inkubiert und 10 
danach 50 ul Probe (Protease) zugemischt. Die Reaktion wurde durch Zugabe von 100 ul 25 mM CaCfe gestartet Die 
Endkonzentration des "FVII-Aktivators" im Ansatz betrug 30 ug/ral. DiB Verkiirzung der r-Zeit wurde in Relation zum 
Ansatz gemessen, der anstelle der Probe Puffer enthielt 



20 



25 



30 



55 
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Blut Nr. 


Probe 


r-Zeit 


k-Zeit 


r+k-Ze 






(mln) 


(mln) 


(mln) 


1 


Protease 


5,2 


3.4 


8,6 


1 


Puffer 


7,8 


5,6 


13,4 


2 


Protease 


5,2 


5,1 


10,3 


2 


Puffer 


6,8 


7,1 


13,9 


3 


Protease 


4,0 


5,2 


9,2 


3 


Puffer 


6,5 


6,3 


12,8 


4 


Protease 


4.5 


4,8 


9,3 


4 


Puffer 


4,8 


6,0 


10,8 


5 


Protease 


4,2 


3,8 


8,0 


5 


Puffer 


7.0 


5,8 


12,8 


Plasma-Nr. 






Probe 


r-Zeit i 


1 






Protease 


9,0 


1 






Puffer 


11,3 


2 






Protease 


9,2 


2 






Puffer 


12,5 


3 






Protease 


9,5 


3 






Puffer 


'9,6 


4 






Protease 


8,2 


4 






Puffer 


12.1 


5 






Protease 


9,7 


5 






Puffer 


14.1 



Dieses Beispiel verdeutlicht, dass die Zugabe der Protease in fast alien Fallen 
nungszeit zur Folge hatte. Die fibrinolytischen Eigenschaften des "FVII- 
Grund dafur ist, dass in "Normalpeisonen" die Hasniinogenaktivator-Konzentrationen 
reich liegen und in dem in- vitro Gerinnungstest nicht zum Iragen kommen. 



eine deutliche Verkttrzung der Gerin- 
i" tiaten hier in den Hintergrund. Ein 
im Plasma im Nanogranim-Be- 



Die FVIH "Bypassing Acitivity" der Protease wurde durch folgenden Versuchsansatz demonstriert: Als Messtechnik 
diente die Throrabelastograpbie. Ausgewertet wurde die r-Zeit (siehe Beispiel 10). Eine Vollblutpiobe wurde mit einem 
monoklonalen Andkorper, dessen FVm-Aktivitat inhibierende Eigenschaften bekannt waxen, inkubiert, urn die Anwe- 
senheit eines natiirlich vorkommenden FVIII-Inhibitora (Antikorper gegen FVHI) zu simulieren. Diese Probe wurde ver- 
glichen rnit der \follblutproben-KontroUe (Puffer ansbeUe von mAb). Die FEIB-Aktivitat der Protease wurde durch Zu- 
satz der Protease (Endkonzentradon 17 ug/ml) zu der durch den mAb inhibierten \bllblutprobe getestet. Einer weiteren 
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Probe wurde Protease zugegeben und deren alleiniger Einfluss auf die r-Zei t ermittelt. 

Ergebnis 

r-Zeit 5 



VoUblut-KontroUc 8,0 

Vollblut + roAb 11,0 

Vollblut + mAb + Protease 8,0 

Vollblut + Protease 3,5 



to 

Die Verlangerung der r-Zeit, die durch den ann-FVUI-mAb verursacht wurde, wurde durch die Anwesenheit dor Pro- 
tease wieder normalisiert, was die EEBB-Aktivitat der Protease veranschaulicbte. Die Protease allein bewirkte eine "Vfer- 
kurzung der Gerinnungszeit, wib schon oben gezeigt 

Die Ergebnisse sind in den Beispielen 12 und 13 enthalten. is 

Beispiel 12 

Einer Losung, die 50 pg/ml der FVII-aktivieienden Protease enthielt, wurden folgende Substanzen auf die entspre- 
chenden Endkonzentrationen zugesetzt: 20 
25 mM Na-Citrat 
25 mMHEPES 
100 mM Arginin 
0,75 g/ml Saccharose. 

Die Losung wurde portioniert und die Aliquots wurden jeweils auf unterschiedliche pH-Werte von 5,0 bis 8,6 einge- 25 
stellt und anschlieBend fur 10 Stunden bei 60°C erhitzt. 

Die Akti vitaten dear erhitzten Proteaselosungen wurden in einem chromogenen Test bestimmt, wobei die zeitabhangige 
Amidolyse des chromogenen Substrates S2288 (H-D-Ee-Pro-Arg-pHAx2 HCL, Chromogenix AB, Schweden) regi- 
striert wurde. Diese Aktivitat wurde als Prozent der parallel gemessenen, nicht erhitzten Aliquots ausgedriickt: 

30 

Resultat 



Ausatz 


Aktivitfii(%) 




AuBgangsmaterial 


100 




pH5,0 


76 


35 


pH5,5 


65 




pH6,l 


81 




pH6,5 


50 




PH7.1 


43 




P H7,5 


46 


40 


P H8,1 


46 




pH8,6 


32 





Diese Versuchsieihe verdeutlicht, dass die Stabilisierung besonders im saurem pH-Bereich die Inaktivierung der Pro- 
tease deutlich reduziert hat. Der leichte "Einbruch" bei pH 5,5 lflBt sich dadurch erklaren, dass der isoelektrische Punkt 
der Protease in diesem Bereich liegt. Na-Citrat verhindert, dass ein Aktivitatsverlust >50% im bevorzugten pH-Bereich 
eintritt. 

>iel 13 



Der Ansatz bei pH 6,1 (Beispiel 1) zeigte die bests Stabilisierung der Protease. Entsprechend wurden bei pH 6,0 v< 
schiedene Zusatze getestet und entsprechend Beispiel 1 ausgewertet: 

Folgende Endkonzentrationen wurden bei einer Konzentration der Protease von 50 pg/ral eingestellt: 

50 mM Na-Citrat/50 mM NaCl, pH 6,0 

0,75 g/ml Saccharose 

lOOmMGlyrin 

100 mM Arginin 



Ausgangsmaterial 

Na-Citrat/NaCl 

Na-atrat/NACl/Saccharose 

Na-Gtrat/NaCl/Saccharose/Glycin 

Na-Citrat/NaCl/Saccharose/Arginin 



Aktivliat(%) 
100 
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Bine deutliche Stabilisierung dar Protease duich Zusatz von Saccharose undjeweils etoer Aminosaure wmde gezeigt 
Patentanspruche 

5 1 . Protease zur Akti vierung des Blutgerinnungsf aktors VII, dadurch gekennzeichnet, daB sie 

a) durch die Anwesenheit von Aprotinin gehemmt wild, 

b) durch Calcium-ionen und/oder Heparin Oder Heparin-verwandte Substanzen in ihrer Aktivitat gesteigert 
wild und 

c) in der SDS-PAGE bei anschliefiender Farbung ira nicht-reduzierten Zustand eine oder mehxexe Banden im 
10 Molekulargewichtsbcreich von 50-75 kDa und im reduzicrten Zustand eine Bande bei 40-55 kDa und eine 

oder mehrere Banden im Molekulargewichtsbereich von 10-35 kDa aufweist 

2. Protease nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB die in der SDS-PAGE im reduaexten Zustand im Mo- 
lekulargewichtsbereich 60-65 kDa und von 40-55 kDa gewonnene Bande eine AminosauresequBnz von LLESLDP 
und die im Molekulargewichtsbereich von 10-35 kDa gewonnene Bande eine Aminosauresequenz von IYGGFK- 

15 STAGK aufweist 

3. Protease nach den Anspriichen 1 und 2, dadurch gekennzeichnet, daB sie durch Fraktionierung von Blutplasma 
oder von Prothrombinkomplex(PPSB)-Konzentraten gewonnen wird. 

4. Proenzym der Protease nach den Anspriichen 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, daB sie in der SDS-PAGE im re- 
duzierten Zustand eine Bande im Molekulargewichtsbereich zwischen 60 und 65 kDa aufweist und die Aminosau- 

20 resequenzen LLESLDP und IYGGFKSTAGK enthalt. 

5. Verfahren zur Gewinnung der Protease getnafi den Anspriichen 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, dafl sie aus 
Blutplasma oder Prothrombinkomplex (PPSB)-Konzentraten nach vorangegangener Anionenaustauscher-Chroma- 
tographie mitteis einer Arnmtatschromatographie unter Verwendung von Heparin oder einer dera Heparin verwand- 
ten Substanz oder Dextransulfat gewonnen wird. 

25 6. Reagenz zum immunologischen Nachweis der Protease der Anspriiche 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, daB es 

einen polyklonalen oder monoklonalen Antikorper gegen die Protease enthalt 

7. Reagenz zum Nachweis von Faktor VII, dadurch gekennzeichnet, daB es die Protease der AnsprUche 1 bis 3, ggf. 
zusammen mit Protease- Aktivatoren enthalt. 

8. Testsystem zum qualitati ven und quantitativem Nachweis einer Protease nach Anspruch 1 oder ihres Proenzyms 
30 nach Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet, daB die Protease gemessen wird durch 

a) ihre die Blutgerinnungsfaktoren YWVms. oder V/Va inaktivicrende Wirkung oder 

b) ihre die Blutgerinnungszeiten verkiirzende Wirkung in globalen Gerinnungstests oder 

c) ihre Plasrninogeo-Aktivatoren akdvierende Wirkung 

d) ihre den FVII aktivierende Wirkung. 

35 9. Testsystem nach Anspruch 8, dadurch gekennzeichnet, daB die die Blutgerinnungszeiten verkiirzende Wirkung 

bestimmt wird mitteis der 

a) nicht-aktivieiten partieLlen Thromboplastinzeit (NAPTT) oder iter 

b) Prothrombinzeit (FT) oder der 

c) Plasma-Rekalzifizierungszeit oder der 

•to d) akdvierten parttellen Tnromboplastinzeit (APTT). 

10. Testsystem nach Anspriichen 8 und 9, dadurch gekennzeichnet, daB die die Plasminogen- Aktivatoren aktivie- 
rende und/oder vexstarkende Wirkung gemessen wird durch die Aktivierung der 

a) Einketten-Urokinase (scuPA, single chain urokinase plasminogen activator) oder dex 

b) Einketten-tPA (sctPA, single chain tissue plasminogen activator). 

45 11. Testsystem nach Anspriichen 8 bis 1 0, dadurch gekennzeichnet, daB es Kakiumionen in einer Menge von mehr 

als 0,001 mM, vorzugsweise in einer Menge von mehr als 0,005 mM, enthalt. 

12. Testsystem nach den Anspriichen 8 bis 11, dadurch gekennzeichnet, daB die die Rasminogen-Aktivatoren ver- 
stfirkende Wirkung 

a) mit einem chromogenen Tfest oder 
50 b) in einer gekoppelten Reaktion in Anwesenheit von Plasminogen gemessen wird, wobei die Plasminbildung 

selbst oder die durch Plasmin bewirkte Aufifisung eines Fibringerinnsels bestimmt wird. 

13. Stabilisiertes Faktor V- und stabilisiertes Faktor Vm-PrSparat, dadurch gekennzeichnet, daB sie von den durch 
proteolytischen Abbau entstehenden, inaktiven Faktor VII und Faktor V-Fragmenten durch die Inhibition der den 
Blutgerinnungsfaktor VH aktivierenden Protease frei sind. 

55 14. Stabilisiertes Praparat nach Anspruch 13, dadurch gekennzeichnet, daB zur Inhibition der den Blutgerinnungs- 
faktor VII aktivierenden Protease die Konzentration an Kalziumionen im Faktor VIII oder im Faktor V-Praparat we- 
niger als 1 .0 mM, vorzugsweise weniger als 04 mM betragt. 

15. Stabilisiertes Praparat nach Anspruch 14, dadurch gekennzeichnet, daB die FVHI- bzw, FV-haltige Losung mit 
immobilisiertem Heparin, immobilisierten heparin-ahnlichen Substanzen oder immobilisiertem Dextransulfat in 

60 Kontakt gebracht und dadurch eine ganz oder teilweise von Protease/Proenzym befreite Losung gewonnen worden 

16. Stabilisiertes Praparat nach den Anspriichen 14 und 15, dadurch gekennzeichnet, daB es gegen den proteolyti- 
schen Abbau durch die den Blutgerinnungsfaktor VTI akdvierende Protease durch den Zusatz eines naturlichen oder 
synthetischen Protease-Inhibitors geschtltzt ist. 

65 17. Stabilisierte Losung der Protease oder des Proenzyms nach den Anspriichen 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet, 

daB sie durch Zugabe eines Puffers auf einen pH-Wext auf 4,0 bis 9,0 eingestellt ist und/oder Ethylenglykol odex 
Glyzexin in einer Menge von 5-80 Gew.-% enthalt. 

18. Pharmazeutische Zubereitung, dadurch gekennzeichnet, dass sie eine zur AuflSsung von fibrinhaldgen Throm- 
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ben ausreichende Menge der den Blutgerinnungsfaktor VII aktivierenden Protease und/oder ihr Proenzym enthalt. 

19. Pharmazeutische Zubeieitung nacb Anspruch 18, dadurcb gekennzeichnet, dass sie ausser der den Blutgerin- 
nungsfaktor VII aktivierenden Protease und/oder ibrem Proenzym Einketten- oder Zweiketten-Plasminogenaktiva- 
toren (PA) und/oder Antikoagulantien enthalt. 

20. Pharmazeutische Zubeieitung nach den Anspriichen 18 und 19, dadurch gekennzeichnet, dass sie zusStzlich 5 
lasliche Kalziurhsalze und/oder Heparin oder heparin-finnliche Substanzen enthalt. 

21. Pharmazeutische Zubereitung zur Verrninderung der Gerinnungsfahigkeit des Blutes, dadurch gekennzeichnet, 
daB sie zur Inhibierung der Protease und/oder ihres Proenzyms gemaB den Anspriichen 1 bis 4 einen Proteasehem- 
jner wie Aprotinin enthalt 

22. Verfahrcn zur HersteUung einer die Proenzym gemaB den Anspriichen 1-4 enthaltendcn pharmazeutischen Zu- to 
bereitung, dadurch gekennzeichnet, dass die Zubereitung 

a) in einem pH-Bereich von 34 bis 8,0 

b) unter Zusatz einer oder mehrerer Aminosauren in einer Menge von 
>0,01 raoW und/oder 

c) unter Zusatz eines Zuckers oder einer Kombination mehrerer Zucker in einer Gesamtmenge von > 15 
0,05 g/ml und/oder 

d) unter Zusatz einer oder mehrerer Substanzen, diB Calcium-ionen zu komplexieren vermogen 
unter Pasteurisierungs-Bedingungen heigestellt wird. 

23. Pharmazeutische Zubereitung, dadurch gekennzeichnet, dass sie nach dem Vexfahren gemaB Anspruch 22 er- 
haltlichist. 20 

24. Verwendung der aus Blutplasma, Protbrombin-Komplex(PPSB)Konzentraten hergestellten oder rekombinant 
oder transgen exprimierten Protease oder ihres Proenzyms gemaB den Anspriichen 1 bis 4 zur FBrderung der Wind- 
heilung und der Blutstillung, als Zusatz eines auf Fibrinbasis zum raschen WundverschluB geeigneten Fibrinkle- 
bers. zur Substitution bei angebcrener. cdcr envor benea Ivlangeizustanden an dieser Protease oder ihrem Proenzym, 
beim Vorbegen von Antikdrpem gegen den Blutgerinnungsfaktor VTT1 oder zur in vitro- Aktivierung von Faktor VH. 25 



Hierzu 3 Seite(n) Zeichnungen 
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Nummer; 
Int CI. 6 : 

OffBnlegungstBg: 



DE 19803 693 A1 
C12N 948 

28. Oktober 1999 
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(Mummer: 
Int CI. 6 : 

Offenlegungstag: 



DEI 08 03 693 A1 

C12N 9/48 

28. Oktob B r1999 
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